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AAH: Atypical adenomatous hyperplasia 
ACTB: beta-actin 
AIS: adenocarcinoma in situ 
CA19-9: carbohydrate antigen 19-9 
CEA :carcinoembryonic antigen 
CI: confidence interval 
CP: ceruloplasmin 
CYFRA: cytokeratin 19 fragment 
EGF: epidermal growth factor 
EGFR: epidermal growth factor receptor 
IB: immunoblot 
IMA: invasive mucinous adenocarcinoma 
is: in situ 
KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
Lep: lepidic adenocarcinoma 
mi: minimally invasive 
MIA: minimally invasive adenocarcinoma 
NHS: normal human serum 
non-Lep: non-lepidic adenocarcinoma 
PBS: Phosphate Buffered Saline  
RT-PCR: reverse transcription PCR 
SFN: stratfin 
Std: standard 













































 近年肺癌患者の増加は著しく、わが国では 2013 年の年間肺癌死亡数は 7 万人
を越え、癌死の第 1 位となっており (1)、世界的にも癌死の原因の一位を占めて
いる (2)。肺腺癌は肺癌の中で最も多い組織型である。2015 年に改訂された
WHO 分類では、肺腺癌はさらに浸潤癌である lepidic adenocarcinoma, acinar 
adenocarcinoma, papillary adenocarcinoma, solid adenocarcinoma, 
micropapillary adenocarcinoma の 5 つの組織亜型に分類される。さらに上皮内
腺癌  (adenocarcinoma in situ, AIS) と微少浸潤性肺腺癌  (minimally invasive 
adenocarcinoma, MIA) という概念が新たに取り入れられた (表 1) (3)。新しい分
類では定義が曖昧な細気管支肺胞上皮癌 (bronchioloalveolar carcinoma) とい
う診断名を廃止し、肺腺癌における上皮内病変に相当する肺胞上皮置換性に増
殖する形態のことを lepidic pattern という名称で統一した。AIS は lepidic 
pattern のみから構成され、MIA は lepidic pattern が主体で 5 mm 以内の浸潤
成分を含むものと定義されている。Lepidic pattern が主体でも浸潤成分が 5mm
を越えるものや、その他の浸潤成分 (胸膜浸潤、脈管浸潤) を含むものは lepidic 
adenocarcinoma に分類される。このように AIS や MIA が新しく設定され、浸
潤性腺癌が浸潤成分を含む腺癌と定義し直されたことで、肺においても他臓器
のように上皮内癌から浸潤癌という階層体系が具現化されることとなった。な
お、AIS の他に前浸潤性病変として WHO では異型腺腫様過形成 (Atypical 
adenomatous hyperplasia, AAH) を定義している。AAH は通常 5 mm 以内の
限局した病変で、II 型肺胞上皮様の異型に乏しい腫瘍細胞の lepidic patten のみ
から構成される病変である。細胞異型、細胞密度、細胞の重積性などから AIS
と区別されるが時にその鑑別は困難であるほど組織形態は類似している (4)。
AAH はクローナルな病変であり、肺腺癌でみられるように 35%に EGFR 
(epidermal growth factor receptor) 変異が、33%に KRAS (Kirsten rat 
sarcoma viral oncogene homolog) 変異があることが報告されている (5, 6)。こ






組織亜型ごとに予後を比較すると、AIS と MIA の 5 年生存率がほぼ 100％
で、lepidic adenocarcinoma は 90%程度である一方、その他の浸潤性肺腺癌は










年、当研究室において Shiba らは AIS 5 例と浸潤性肺腺癌 5 例の間で特定の
遺伝子群に発現の違いがみられることを見いだした (16)。具体的には上記症例
群の凍結組織を用い、腫瘍細胞の mRNA を抽出、増幅し complementary DNA 
 microarrayに供し、AISと浸潤性肺腺癌の差次的遺伝子を網羅的に検索した。








3.3 セルロプラスミンの機能と悪性腫瘍との関係   














 肺腺癌における従来からある血清腫瘍マーカーとしては CEA 
(carcinoembryonic antigen), CA19-9 (carbohydrate antigen 19-9), CYFRA 
(cytokeratin 19 fragment) などがある (29, 30)。いずれも診断の補助や治療
の効果判定に有用で頻繁に使用されている。 
 また病理組織学的には肺腺癌のマーカーとして thyroid transcription factor 
1 (TTF-1) や Napsin A が免疫組織化学として有用である (3)。 
 しかしながら血清腫瘍マーカーでは必ずしも腺癌全例で陽性を示すわけで
はなく特に早期肺腺癌症例では陰性となることもしばしばある。また病理組織
























reverse transcription (RT)-PCR に使用した。この 28 例の中の 6 例をさらに
ウエスタンブロットにも使用した。上記全ての肺腺癌は WHO 第 4 版に基づき









するため、当研究室で樹立された PL16T (ヒト不死化 AAH 株)とヒト肺腺癌細
胞株 (H1650, HCC827, H1975) の計 4 つを使用した。PL16T は患者より採取
した AAH 細胞に simian virus 40 large T antigen をトランスフェクションす
ることで細胞を不死化し得られた細胞株である (28)。PL16T は 2%ウシ胎児血
清, 0.5 ng/ml EGF (epidermal growth factor) (Toyobo, Tokyo, Japan), 5 μg/ml 
insulin (Wako), 72 ng/ml hydrocortisone (Wako), 10 μg/ml transferrin (Sigma) を含
む MCDB 153 HAA (Wako, Osaka, Japan) 培養液内で培養した。H1650、HCC827、





 MEM Protein Extraction Kit (Sigma-Aldrich Inc., MO) を用い、細胞株
を溶解し細胞ライセートを採取した。また 60-80%コンフルエントになった細




disc filter (Millipore, MA) で濾過しウエスタンブロットに使用するためのサン
プルを採取した。 
 
4.3 定量リアルタイム RT-PCR 
 セルロプラスミンのmRNA発現量を定量リアルタイムRT-PCRを用いて解析
するために 28 例の凍結された肺腺癌検体と上記の 4 つの細胞株から RNeasy 
Mini Plus Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用いて総 RNA を抽出した。Agilent 
2100 Bioanalyzerを用い 28Sおよび 18Sリボゾーマル RNAを確認する事で抽出
された RNA の質を評価した。GeneAmp® 7300 Sequence Detection System 
(Thermo Fisher Scientific) を用いリアルタイム PCR を行った。使用したプライ
マーは表 2 の通りである。実験は全て 3 回ずつ行った。 
 
4.4 ウエスタンブロット法 
 6 例の凍結された肺腺癌検体と上記の 4 つの細胞株を RIPA バッファーを用
いて可溶化した。上記の如く採取された細胞培養液は Amicon® Ultra 10K 
column (Merck Millipore, MA) を用い 100 倍に濃縮した。それぞれの検体に含ま
れるタンパク量を定量し均一化した (肺腺癌臨床検体 2g、細胞培養液 5g、
細胞株の細胞ライセート 40g) 後に、検体を 10% SDS polyacrylamide gel 
(PANTERA XV gel, DRC, Inc., Tokyo, Japan) 上で電気泳動にかけ、
Immuno-Blot™ PVDF membranes (Bio-Rad Laboratories, CA) 上に転写した。セル
ロプラスミンのウエスタンブロット解析のために、membrane を 0.1% Tween-20
を含む Tris-Buffered Saline 内で BLOCK ACE (DS Pharma Biomedical, Osaka, 
Japan) を用いブロッキングした。その後、0.1 mg/mL HRP-labeled anti-human 
ceruloplasmin (CP) antibody (1:2000 dilution, A80-124A, Bethyl Laboratories, TX) 
を加え反応させた。HRP labeling には Dojindo Peroxidase Labeling Kit-NH2 
(DOJINDO Laboratories, Kumamoto, Japan) を用いた。その後 membrane を 0.1% 
Tween-20 を 含 む PBS (PBS-T) で 3 回 洗 浄 し Western Lightning™ 
chemiluminescence reagent (Perkin Elmer, MA) を用いフィルム露光を行った。 
-actin のウエスタンブロット解析のために、PBS-T 内で 3% BSA を用いブロ
ッキングした後に-actin 抗体 (1:5000 dilution, clone AC-15, SIGMA, MO) を加
え反応させた。Membrane を洗浄後、二次抗体 (HRP-conjugated anti-mouse IgG, 
1:3000 dilution, NA931, GE Healthcare, PA) を反応させた。その後 membrane を
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 パラフィン包埋された肺腺癌検体を 4 μm の厚さに薄切し得られた切片をキ
シレンにて脱パラフィンした。抗原の賦活化のため Tris-EDTA buffer (pH 9.0) 
内で 105℃、10 分間加熱処理した後に、一次抗体である anti-CP antibody 
( 66156-1-Ig, 1:3000 dilution , Protein Tech, IL) を加え室温で 30 分間、二次抗体で
ある ENVISION+Dual Link Polymaer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) を加
え室温で 30 分間反応させた。その後、抗原可視化のために DAB substrate kit 
(Agilent Technologies) で染色を行い、さらにカウンターステインのためにヘマ
トキシリン染色を行った。 
 腫瘍におけるセルロプラスミン染色をスコアリングするために H-score を設
定した。まず腫瘍細胞におけるセルロプラスミン染色の強度を 4 段階 (0, no 




全ての症例に H-score をつけた後、中央値をカットオフ値として H-score 高値
群と低値群に分け、臨床病理学的因子との関連を検討した。 
またポジティブコントロールとして正常肝組織にも同様の染色を行い染色態
度を確認した (図 3)。 
 
4.6 統計学的解析 
 統計解析は Student の t-検定、Pearson の順位相関係数、one-way ANOVA 
with Tukey’s honest significant difference (HSD) post hoc 検定、カイ 2 乗検
定、Cox 比例ハザードモデルを使用した。また Kaplan–Meier で生存曲線を描
き、log-rank検定を行った。統計ソフトは SPSS Base, version 24を使用した。













ず 22 例の肺腺癌臨床サンプル (AIS: 6 例、浸潤性肺腺癌: 16 例) に対し定量
リアルタイム RT-PCR を行った。浸潤性肺腺癌におけるセルロプラスミンの発
現は有意に AIS より高かった (図 4A) 。これら 22 例に H-score をつけたとこ
ろ、浸潤性肺腺癌における H-score は有意に AIS より高かった (図 4B)。また
mRNA レベルにおけるセルロプラスミン発現と H-score 間には強い相関がみ
られた (r＝0.701，p<0.01) (図 4C)。 
 続いてセルロプラスミンの mRNA 発現と蛋白発現を比較するために 6 例の




ドが強く出る傾向が得られた。これら 6例にH-scoreをつけたところ Cases 1、
2、3、4、5、6 はそれぞれ 10、0、80、150、120、210 であり、mRNA の発現
と強い相関がみられた (r＝0.90，p<0.01) (図 5A)。またセルロプラスミン染色
では腫瘍細胞内に顆粒状に染色される成分のほかに、気腔内や血管内、間質内
にも陽性像が種々の程度にみられた (図 5B)。 
 
5.2 細胞株におけるセルロプラスミン発現 
 当研究室で樹立された PL16T (不死化ヒト異型腺腫様過形成細胞株) とヒト
肺腺癌細胞株 (H1650, HCC827, H1975) の計 4 つの細胞株に対し定量リアルタ
イム RT-PCR を行った。さらにこれらの細胞株の細胞ライセートと細胞上清を
用いウエスタンブロットを行った。 
 H1650、HCC827、H1975 のセルロプラスミン発現量は有意に PL16T より高
かった (図 6A)。細胞上清のウエスタンブロットでは全ての症例においてセル
ロプラスミンの特異的バンドが得られたが PL16T では他の 3 つの細胞株に比
べバンドが弱かった (図 6B)。細胞ライセートでも各細胞株のバンドは弱いも





 196 例の肺腺癌検体にセルロプラスミン染色を行い H-score をつけた。
H-score の中央値である 80 をカットオフ値に設定した。これをもとに 196 例
を高発現群 (H-score >80: 92 例) と低発現群 (H-score <80: 104 例)に分けた
ところ浸潤性肺腺癌 164例の内 89例 (54.3%) が、MIA 12例の内 2例 (16.7%) 
が、AIS 20 例の内 1 例 (0.5%) が高発現群に分類された。カイ 2 乗検定で解
析を行ったところ、H-score は病理学的病期、T 因子、N 因子と有意に相関す
ることがわかった (表 4)。 
 肺腺癌の組織亜型とセルロプラスミン発現の関係を明らかにするために、
196 例を「AIS と MIA 群」、「Lepidic adenocarcinoma 群」、「non-Lepidic 
adenocarcinoma 群」、「浸潤性粘液腺癌群」に分けた。その結果「Lepidic 
adenocarcinoma 群」、「non-Lepidic adenocarcinoma 群」では「AIS と MIA 群」
と比べ有意に H-score が高かった。さらに「non-Lepidic adenocarcinoma 群」
では「Lepidic adenocarcinoma 群」に比べ有意に H-score が高かった。「浸潤性
粘液腺癌群」では「AIS と MIA 群」に比べ H-score は高かったが有意な差は
みられなかった (図 7)。 
 セルロプラスミンの発現と患者の生存転帰の関係をさらに解析した。症例を
H-score 高発現群と低発現群に分け、それぞれの群の 5 年無再発生存率を
Kaplan–Meier 法で計算し、log-rank 検定を行ったところ、高発現群では低発現
群に比べ有意に予後が悪かった (図 8A)。さらに「non-Lepidic adenocarcinoma
群」内でも同様に高発現群では低発現群に比べ有意に予後が悪かった (図 8B)。
一方で「Lepidic adenocarcinoma 群」内では高発現群では低発現群に比べ予後が
悪い傾向がみられるものの有意な差はみられなかった (p=0.087) (図 8C)。 
 肺腺癌患者の予後に影響をもたらす因子を検索するために Cox 比例ハザー
ドモデルを用い多変量解析を行った。多変量解析に用いた因子は単変量解析で
有意差がみられた三因子である。すなわち組織亜型 (AIS and MIA vs. 浸潤性肺
腺癌)、病理学的病期 (p stage 0-I vs. II-IV)、セルロプラスミンの H−score (low vs. 
high) である。その結果、それぞれの因子は独立した予後規定因子であること




















あるいは Lepidic adenocarcinoma など Lepidic 成分の含有は予後良好因子で










いる (19, 20, 34-38)。さらに実験的にはセルロプラスミンは鉄不足や低酸素状
態で肝細胞における産生が増加することが知られている (39-41)。以前より炎
症、妊娠、腎障害、鉄不足、そして肺腺癌を含む各種の悪性腫瘍を有する人々
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Preinvasive lesions： 前浸潤性病変 
Atypical adenomatous hyperplasia： 異型腺腫様過形成 
Adenocarcinoma in situ： 上皮内腺癌 
Minimally invasive adenocarcinoma： 微少浸潤性腺癌 
Invasive adenocarcinoma： 浸潤性腺癌 
Lepidic adenocarcinoma： 置換型腺癌 
Acinar adenocarcinoma： 腺房型腺癌 
Papillary adenocarcinoma： 乳頭型腺癌 
Micropapillary adenocarcinoma： 微小乳頭型腺癌 
Solid adenocarcinoma： 充実型腺癌 
Variants of invasive adenocarcinoma： 特殊型浸潤性腺癌 
Invasive mucinous adenocarcinoma： 浸潤性粘液腺癌 
Colloid adenocarcinoma： 膠様 (コロイド) 腺癌 
Fetal adenocarcinoma： 胎児型腺癌 




  Gene Symbol Genebank Function Invasive/AIS 
1 ZCCHC5 NM_152694 binding 9.56  
2 GOLPH2 NM_016548 unknown 4.63  
3 C9orf24 NM_032596 unknown 4.59  
4 SCGB1A1 NM_003357 
binding, enzyme regulator, signal 
transducer 
4.26  
5 FXR2 NM_004860 binding 4.10  
6 VBP1 NM_003372 unknown 3.36  
7 BIRC5 NM_001168 enzyme regulator 3.36  
8 TXNRD2 NM_006440 antioxidant, catalytic, transporter 3.06  
9 HTATIP2 NM_006410 binding, transcription regulator 2.99  
10 DLEU2 NM_006021 unknown 2.94  
11 CHI3L1 NM_001276 catalytic, structural molecule 2.90  
12 SLC25A16 NM_152707 binding, transporter 2.86  
13 IFI27 NM_005532 unknown 2.85  
14 LYZ NM_000239 catalytic(hydrolase activity) 2.80  
15 IL1F7 NM_014439 binding, signal transducer 2.75  
16 MDH1 NM_005917 unknown 2.71  
17 TERF2IP NM_018975 binding(nucleic acid binding) 2.59  
18 USP31 NM_032236 catalytic(hydrolase activity) 2.51  
19 SFN NM_006142 binding, enzyme regulator 2.38  
20 MGC21675 NM_052861 unknown 2.37  
21 HIST2H2AA NM_003516 binding(nucleic acid binding) 2.23  
22 CP NM_000096 binding, catalytic, transporter 2.18  
23 MDK NM_002391 binding, signal transducer 2.13  
24 LCN2 NM_005564 binding, transporter 2.09  
25 SOS2 NM_006939 enzyme regulator 2.02  
 
表 2 マイクアレイ解析により選定された遺伝子一覧 (文献 12 の Supporting 
Information Table 3 から引用) 





Gene symbol (Accession no.) Forward primer (5'-3') 
Reverse primer (5'-3') 
CP (NM_000096) TTTCACGGCCATAGCTTCCAA 
TCACATGGCAGTGGAGTAACCAA 
ACTB (NM_001101) TGGCACCCAGCACAATGAA 
CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 
CP: Ceruloplasmin, ACTB: beta-actin 
 
 







臨床病理学的因子 患者数 低発現 高発現 p 値 
全患者数   196 104 92 
 
平均年齢(歳) 67 66.7 67.2 0.156 
     
性別 
    
 男性 118 60 58 0.445 
 女性 78 44 34 
 
     
組織亜型 
    
  AIS 20 19 1 <0.01 
  MIA 12 10 2 
 
  Lepidic 47 25 22 
 
  Papillary 30 15 15 
 
  Acinar 25 7 18 
 
  Solid 38 13 25 
 
  Micropapillary 4 2 2 
 
  IMA 20 13 7 
 
     
病理学的病期 
   
 pStage 0 20 19 1 <0.01 
 pStage I 107 61 46 
 
 pStage II 33 12 21 
 
 pStage III 30 12 18 
 
 pStage IV 6 0 6 
 
     
pT 因子 
    
 is 20 19 1 <0.01 
 mi 12 10 2 
 









表 4 セルロプラスミンの発現と肺腺癌患者の臨床病理学的因子の関係 
AIS: adenocarcinoma in situ, MIA: minimally invasive adenocarcinoma, IMA: 
invasive mucinous adenocarcinoma, is: in situ, mi: minimally. 
 
 2 72 30 42 
 
 3 29 12 17 
 
 4   1 0 1 
 
     
pN 因子 
    
  N0/NX 145 86 59 <0.01 





因子     患者数  単変量解析 多変量解析 
    
ハザード比(95%CI) ハザード比(95%CI) 
年齢(歳) <65 83 1 
  
  
≥65 113 1.364 (0.889-2.095) 
  
    
p=0.156 
  
        
性別  女性 78 1   
  男性 118 1.818 (1.152-2.874)   
    
p=0.10 
  
        
組織亜型 AIS or MIA 32 1 1 
 
Invasive 164 5.631 (2.065-15.353) 2.872 (1.004-8.217) 
    
p<0.01 p=0.049 
        
病理学的病期 0 or I 127 1 1 
 
II or III or IV 69 3.702 (2.433-5.631) 2.731 (1.764-4.228) 
    
p<0.01 p<0.01 
        
H-score  Low 104 1 1 
  
High 92 2.479 (1.612-3.812) 1.642 (1.050-2.568) 
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図 3 正常肝組織におけるセルロプラスミン染色 (A: x100, B: x400)。セルロプ
ラスミンは主に肝細胞の細胞質内に陽性像を示した。セルロプラスミンが類洞







図 4 AIS 6例と浸潤性肺腺癌 22例におけるセルロプラスミンの定量リアルタイ
ム RT-PCR (A)と H-score (B)。mRNA の発現量と H-score の散布図および両者の
相関関係図 (C)。 








図 5 AIS 3 例と浸潤性肺腺癌 3 例におけるセルロプラスミンの定量リアルタイ
ム RT-PCR、ウエスタンブロット(ロードタンパク量: 2g/well)、H-score (A)。各々
のセルロプラスミンの染色態度 (x200) (B)。 
AIS: adenocarcinoma in situ, CP: ceruloplasmin, ACTB: beta-actin, IB: immunoblot, 





図6 AAH細胞株 1つ (PL16T) と肺腺癌細胞株3つ (H1650, HCC827, H1975) に
おける定量リアルタイム RT-PCR (A) とそれぞれの細胞株におけるウエスタ
ン・ブロット; 細胞上清 (ロードタンパク量: 5g/well) (B); 細胞ライセート (ロ
ードタンパク量: 40g/well) (C)。  
AAH: atypical adenomatoid hyperplasia, CP: ceruloplasmin, ACTB: beta-actin, IB: 


















図 7 各肺腺癌組織亜型における H-score (A)。 
AIS: adenocarcinoma in situ, MIA: minimally invasive adenocarcinoma, Lep: lepidic 
adenocarcinoma, non-Lep: non-lepidic adenocarcinoma, IMA: invasive mucinous 
























図 8 H-score と肺腺癌患者の無病再発生存期間との関係 ; 全患者  (A); 
non-Lepidic adenocarcinoma 群 (B); Lepidic adenocarcinoma 群 (C)。 
 
 
